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Abstrak—Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 
pengaruh sumber dan konsentrasi nitrogen, serta interaksi 
antara keduanya terhadap pertumbuhan dan perkembangan 
biji Dendrobium laxiflorum. Penelitian ini menggunakan 
Rancangan Acak Lengkap (RAL) pola faktorial dengan dua 
faktor. Faktor pertama, sumber nitrogen (ammonium, nitrat, 
dan kombinasi ammonium-nitrat). Faktor kedua, konsentrasi 
sumber nitrogen, 0 mg/l; 63,75 mg/l; 127,50 mg/l; 255,00 mg/l; 
382,50 mg/l; 510,00 mg/l. Pengamatan dilakukan 90 HSI (hari 
setelah inokulasi). Persentase total pertumbuhan dan 
perkembangan biji D. laxiflorum 3,5% - 31,1%. Hasil uji 
ANOVA menunjukkan bahwa sumber,dan konsentrasi nitrogen, 
serta interaksi antara kedua faktor tersebut berpengaruh 
terhadap pertumbuhan dan perkembangan biji D. laxiflorum 
yang dikultur secara in vitro. Interaksi antara sumber nitrogen 
dan konsentrasi nitrogen ini mengindikasikan bahwa pengaruh 
sumber nitrogen spesifik pada berbagai level konsentrasi 
nitrogen.  Perlakuan kombinasi sumber nitrogen (ammnoium 
nitrat) dengan konsentrasi terendah 63,75 mg/l menghasilkan 
total persentase pertumbuhan dan perkembangan tertinggi 
dibandingkan perlakuan ammonium dan nitrat secara tunggal. 
 
Kata Kunci—ammonium, Dendrobium laxiflorum, nitrat, 
pertumbuhan dan Perkembangan, sumber nitrogen, konsentrasi 
nitrogen. 
I. PENDAHULUAN 
ndonesia memiliki keanekaragaman spesies anggrek yang 
cukup besar, di perkirakan hampir 5000 spesies anggrek 
tersebar di hutan-hutan Indonesia [1]. Anggrek-anggrek 
tersebut terancam kelestarian dan keberadaannya di alam  
akibat adanya eksploitasi anggrek secara besar-besaran, 
penebangan hutan secara liar, dan konversi hutan yang 
merupakan habitat asli anggrek. Salah satu jenis anggrek 
alam yang terancam adalah Dendrobium laxiflorum. Anggrek  
ini masuk dalam daftar spesies langka yang  terancam 
kepunahan,  dan mendapat prioritas konservasi, berdasarkan 
tingkat keterancamannya di alam [2]. D. laxiflorum juga 
masuk dalam daftar CITES (Convention on International 
Trade in Endangered Species) Appendiks 2. Upaya 
konservasi anggrek yang dapat dilakukan adalah dengan  
 
perbanyakan melalui kultur biji secara in vitro. Biji anggrek 
sangat kecil yang memerlukan suplai nutrisi dari luar untuk 
bisa tumbuh dan berkembang [3]. Di alam biji anggrek 
bersimbiosis dengan jamur mikoriza untuk memperoleh 
nutrisi yang dibutuhkan agar dapat berkecambah [4].  
Fase pertumbuhan dan perkembangan biji anggrek melalui 
beberapa fase yaitu fase 0, dimana biji belum mengalami 
perkecambahan. Fase 1, terbentuk protocorm. Fase 2, 
protocorm dengan primordium daun. Fase 3, munculnya 
daun pertama. Fase 4, munculnya daun kedua diikuti 
tumbuhnya akar. Fase 5, pemanjangan daun dan 
perkembangan selanjutnya membentuk planlet [5]. 
Media yang digunakan dalam kultur in vitro harus berisi 
semua zat yang diperlukan untuk pertumbuhan biji anggrek 
baik makronutrien, mikronutrien, gula, dan vitamin [6]. 
Nitrogen dibutuhkan oleh tanaman sebagai komponen utama 
dari asam amino, dan protein yang berperan penting pada 
proses pertumbuhan. Sumber nitrogen yang dapat diserap 
harus berada dalam bentuk nitrat (NO3-) dan ammonium 
(NH4+)[7]. Dalam kultur in vitro penambahan nitrogen biasa 
diberikan dalam bentuk ion nitrat (NO3-) atau ammonium 
(NH4+) yang berikatan dengan senyawa lain baik dengan 
kalsium, dengan bentuk Ca(NO3)24H2O, dan dengan sulfat 
(NH4)2SO4 [8]. Penambahan nitrogen dalam bentuk 
ammonium dapat mempercepat proses perkecambahan 
Cattleya labiata sedangkan nitrogen sumber nitrat justru 
menghambat perkecambahannya[9]. Perbandingan 
konsentrasi ammonium dan nitrat 3:2, menunjukkan hasil 
pertumbuhan vegetatif paling baik serta sistem perakaran 
yang kuat pada spesies Catasetum fimbriatum [10]. 
Peningkatnya konsentrasi ammonium pada media 
perkecambahan Dactylorizha incarnata menyebabkan 
penurunan pembentukan protocorm dibandingkan dengan 
meningkatnya konsentrasi nitrat[11]. Berdasarkan uraian di 
atas, maka dilakukan penelitian ini yang bertujuan untuk 
mengetahui pengaruh sumber dan konsentrasi nitrogen 
(ammonium dan nitrat ) yang efektif untuk proses 
pertumbuhan dan perkembangan dari spesies D. laxiflorum. 
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II. METODE PENELITIAN 
A. Waktu dan Tempat Penelitian  
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli sampai dengan 
Oktober 2012, di Laboratorium Kultur Jaringan UPT BKT 
Kebun Raya Purwodadi LIPI. Jalan Surabaya-Malang, Km. 
65 Purwodadi, Pasuruan Jawa Timur. 
 
B. Bahan 
Biji Dendrobium laxiflorum koleksi UPT BKT Kebun Raya 
Purwodadi-LIPI. Media Knudson C. padat yang telah di 
modifikasi. Nitrogen yang digunakan yaitu sumber 
ammonium dari senyawa (NH4)2SO4 dan nitrat dari senyawa 
Ca(NO3)24H2O, alkohol 70%, clorox  20%. 
C. Sterilisasi biji dan Inokulasi  
Biji anggrek D. laxiflorum. dimasukkan ke dalam kertas 
saring yang telah dilipat menjadi 9 bagian kemudian kertas 
saring distaples [12]. Sterilisasi kimia dilakukan dengan 
merendam biji anggrek tersebut ke dalam larutan Clorox 20% 
[13], dikocok pelan selama 30 menit, dan dibilas 
menggunakan aquades steril dengan 3 kali pengulangan. 
Inokulasi biji anggrek pada media dengan menggunakan 
jarum Ose steril sebanyak satu Ose dan ditaburkan dalam 
media. Selanjutnya cawan Petri ditutup rapat dan diberi 
Parafilm, dan diletakan di rak inkubasi hingga 3 bulan [14]. 
D. Rancangan  Penelitian 
Rancangan Acak Lengkap (RAL) pola faktorial dengan 2 
faktor (Tabel 1). Faktor pertama yaitu  sumber nitrogen yaitu 
ammonium (N1), nitrat (N2), dan kombinasi ammonium nitrat 
(N3).  Faktor kedua yaitu konsentrasi sumber nitrogen, yaitu 0 
mg/l (K0); 63,75 mg/l (K1); 127,50 mg/l (K2); 255,00 mg/l 
(K3); 382,50 mg/l (K4); 510,00 mg/l (K5). Pemilihan 
konsentrasi ini didasarkan pada moralitas unsur N yang ada  
pada media dasar Knudson C. 
E. Pengambilan Data dan Analisa Statistika 
Pengambilan data pada pertumbuhan dan perkembangan 
dari eksplan biji D. laxiflorum dilakukan 3 bulan setelah 
inokulasi ( 90 hari setelah inokulasi biji ) dengan mengamati 
fase 0, 1, 2, 3, 4 dan 5 selanjutnya akan dihitung dengan 
menggunakan rumus persentase pertumbuhan biji [15]. 
% pertumbuhan Biji =  Jumlah biji pada fase tertentu X 100% 
           Jumlah total biji yang ditabur 
 Selanjutnya seluruh data yang diperoleh dianalisis dengan 
menggunakan ANOVA tingkat kesalahan 5%. Jika ada 
pengaruh maka dilanjutkan dengan uji Tukey.  
III. HASIL DAN DISKUSI 
Pertumbuhan dan perkembangan pada tanaman merupakan 
proses pertambahan ukuran yang meliputi volume, bobot, 
jumlah sel, dan disertai dengan diferensiasi sel yang 
selanjutnya akan membentuk organ tanaman. Pada penelitian 
ini, biji anggrek Dendrobium  laxiflorum  mengalami  
partum- 
Table 1. 
Rancangan Acak Lengkap (RAL) pola faktorial 
Gambar 1. Fase pertumbuhan dan perkembangan biji Dendrobium laxiflorum. 
Pengamatan menggunakan mikroskop stereo dengan perbesaran 20X. (A) Fase 
0, biji belum mengalami perkecambahan (B) Fase 1; terbentuk protocorm yaitu 
bulatan-bulatan berwarna hijau. (C) Fase 2; protocorm diikuti dengan 
terbentuknya primordium daun (calon daun). (dokumentasi pribadi, 2012). 
 
buhan ini biji anggrek D. laxiflorum yang diinokulasi pada 
media Knudson C, selama 3 bulan (90 Hari Setelah 
Inokulasi) mengalami proses pertumbuhan dan 
perkembangan. Proses ini diawali dengan biji anggrek D. 
laxiflorum yang masih lengkap dengan pelindung biji, 1 
bulan setelah inokulasi biji mengalami pembesaran, sehingga 
pelindung biji pecah, dan terlihat membentuk bulatan-bulatan 
seperti gelembung berwarna hijau kekuningan yang disebut 
protocorm (fase 1). Selanjutnya setelah mencapai 3 bulan, 
protocorm tersebut berkembang membentuk primordium 
daun (calon daun) (fase 2). Hasil penelitian ini menunjukkan 
bahwa pada waktu 3 bulan (90 hari setelah inokulasi), biji 
anggrek D. laxiflorum dalam kultur in vitro yang diberi 
perlakuan sumber nitrogen yang berbeda (nitrat, ammonium, 
dan kombinasi nitrat dan ammonium), dan 5 konsentrasi 
nitrogen yang berbeda (0 mg/l; mg/l; 127,50 mg/l; 255,00 
mg/l; 382,50 mg/l; 510,00 mg/l) mengalami pertumbuhan 
dan perkembangan seperti yang terli hat pada gambar 1. Kul- 
 
 
Sumber  Nitrogen(N) 
 
Konsentrasi  
total N (mg/l) (K) 
N1 N2 N3 
K0 K0N1 K0N2 K0N3 
K1 K1N1 K1N2 K1N3 
K2 K2N1 K2N2 K2N3 
K3 K3N1 K3N2 K3N3 
K4 K4N1 K4N2 K4N3 
K5 K5N1 K5N2 K5N3 
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Tabel 2. 
Rata-rata persentase respon pertumbuhan dan perkembangan biji Dendrobium 
laxiflorum setelah 3 bulan inokulasi 
 
Keterangan: N1= ammonium, N2 = nitrat N3 = kombinasi ammonium nitrat.  
K0 = 0 mg/l, K1= 63,75 mg/l, K2=127,50 mg/l, K3=255,00 mg/l, K4= 382,50 
mg/l, K5= 510,00 mg/l. 
 
 
tur biji secara in vitro di pengaruhi oleh beberapa faktor, 
diantaranya adalah ketersediaan unsur makronutrien dan 
mikronutrien. Unsur makronutrien essensial yang memiliki 
peran penting dalam proses pertumbuhan dan perkembangan 
tanaman adalah unsur N (nitrogen). Pada penelitian ini, rata-
rata total persentase pertumbuhan dan perkembangan biji D. 
laxiflorum dari seluruh perlakuan yang telah dilakukan 
berkisar antara 3,5%- 31,1% (Tabel). 
Berdasarkan hasil uji statistika ANOVA (Analisis Of 
Variance) dari seluruh data yang diperoleh pada penelitian 
ini (tabel 2) menunjukkan bahwa sumber nitrogen 
(ammonium, nitrat, dan kombinasi ammonium nitrat), 
konsentrasi nitrogen (0 mg/l; 63,75 mg/l; 127,50 mg/l; 
255,00 mg/l; 382,50 mg/l; 510,00 mg/l) dan interaksi antara 
sumber dan konsentrasi nitrogen berpengaruh spesifik dan 
memberikan respon pertumbuhan dan perkembangan yang 
berbeda-beda terhadap biji anggrek D. laxiflorum  secara in 
vitro (P ≤ 0,05). Perlakuan nitrat secara tunggal 
menunjukkan persentase total pertumbuhan dan 
perkembangan tertinggi 16,2% pada konsentrasi tertinggi 
510,00 mg/l. Sedangkan untuk perlakuan ammonium secara 
tunggal respon pertumbuhan dan perkembangan tertinggi 
3,5% pada konsentrasi terendah 63,75 mg/l dan terus 
menurun seiring dengan meningkatnya konsentrasi 
ammonium, dimana pada konsentrasi tertinggi 510,00 mg/l 
total persentase pertumbuhan dan perkembangan biji 0%. Hal 
ini menunjukkan bahwa tanaman lebih tahan terhadap 
ketersediaan nitrat konsentrasi tinggi dalam biji 
dibandingkan dengan unsur ammonium, karena unsur nitrat 
masih dapat di translokasikan ke jaringan lain yang 
selanjutnya akan direduksi menjadi ammonium dan dapat 
langsung disintesis menjadi asam amino [16], sedangkan 
akumulasi ammonium dalam kadar tinggi dalam biji dan 
melebihi jumlah yang diperlukan untuk metabolisme biji 
dimungkinkan dapat bersifat toksik dan menghambat 
pertumbuhan dan perkembangan biji D. laxiflorum [17]. 
Toksisitas ammonium ini disebabkan oleh hilangnya gradien 
muatan pada membran sel sehingga ammonia dapat 
menembus membrane sel tersebut dan menghambat 
terjadinya fotofosforilasi [16][18][19]. Sumber nitrogen 
dalam bentuk nitrat (NO3-) pada kultur in vitro biasanya 
ditambahkan dalam konsentrasi 25-40 mM (350-560 mg/l) 
sedangkan untuk ammonium (NH4+)  biasanya ditambahkan 
dalam media kultur dalam konsentrasi 6-20 mM (84-280 
mg/l) [20].  Penambahan ammonium dengan konsentrasi 
lebih dari 280 mg/l dapat bersifat toksik dan  menghambat 
pertumbuhan dan perkembangan..Pada penelitian ini, 
perlakuan kombinasi ammonium nitrat konsentrasi rendah 
63,75 mg/l dengan rasio perbandingan total N 1:1,5 (yang 
terdiri dari perbandingan amonium:nitrat 26,51:37,24 mg/l) 
(Tabel 6), menunjukkan total persentase pertumbuhan dan 
perkembangan tertinggi yaitu 31,1% dan total pertumbuhan 
dan perkembangan semakin menurun pada konsentrasi 
tertinggi 510,00 mg/l (yang terdiri dari perbandingan 
amonium:nitrat 212,12:297,88mg/l) yaitu 8,7%. Perlakuan 
kombinasi ini memberikan hasil terbaik jika dibandingkan 
ammonium ataupun nitrat secara tunggal. hal ini diduga 
karena melalui pemberian kombinasi nitrogen ini penyerapan 
nitrogen yang dilakukan oleh biji lebih efektif, dimana dua 
sumber nitrogen yaitu ammonium dan nitrat mampu 
meningkatkan produksi ammonia dengan baik sehingga 
sintesis protein untuk pembentukan struktur sel dan 
diferensiasi sel terjadi lebih baik pula [17]. Metabolisme 
nitrogen dalam jaringan tanaman diawali dengan masuknya 
sumber nitrogen yang berada dimedia kultur, yaitu Ion-ion 
NO3- (anion) atau NH4+(kation) diserap tumbuhan melalui 
transport aktif , dengan bantuan energi oleh NADPH. Karena 
permeabilitas membran plasma terhadap ion sangatlah kecil, 
maka tidak dapat ditembus secara difusi. Sumber nitrat (NO3-
) yang di serap akan berasimilasi di dalam sel dengan cara, 
nitrat (NO3-) direduksi menjadi nitrit (NO2-) oleh enzim 
nitrat reduktase di sitosol. Ekspresi gen nitrat reduktase (NR) 
diinduksi oleh adanya nitrat (NO3-) yang masuk dalam sel 
tanaman [21].  selanjutnya perubahan nitrit (NO2-) menjadi 
hiponitrit (HNO) oleh enzim nitrit reduktase, setelah itu 
hiponitrit diubah menjadi hidroksilamin (NH2OH) dan 
selanjutnya menjadi ammonium (NH4+) oleh enzim 
hidroksilamin reduktase di khloroplas, selanjutnya dalam 
bentuk ammonium ini akan segera mengalami sintesis lebih 
lanjut menjadi senyawa-senyawa organik baik yang berupa 
asam amino, amida maupun senyawa lainnya. Sedangkan 
kelabihan nitrat (NO3-) akandibawa menuju ke sel mesophyl 
melalui xylem. Di mana nitrat dapat sementara disimpan  di 
dalam vakuola. Kenaikan sintesis senyawa ini akan 
menambah protein sebagai hasil sintesisnya [7][22]. Sehingga 
dapat dikaitkan dalam penelitian ini ketersediaan unsur 
nitrogen pada media dengan konsentrasi optimal berfungsi 
Sumber  
N 
Konsentrasi Fase pertumbuhan dan perkembangan 
anggrek alam D. laxiflorum 
   
Fase 1 (%) 
 
Fase 2 (%) 
 
Total (%) 
 
N1 K0N1 0,0  (±0,00) b 0,0 (±0,00) d 0,0  f 
K1N1 3,5  (±1,08)ab 0,0 (±0,00) d 3,5 def 
K2N1 0,6  (±0,77) b 0,0 (±0,00) d 0,6 ef 
K3N1 0,6  (±0,77) b 0,0 (±0,00) d 0,6  ef 
K4N1 0,8  (±0,94) b 0,0 (±0,00) d 0,8 ef 
K5N1 0,0  (±0,00) b 0,0 (±0,00) d 0,0 f 
N2 K0N2 0,0  (±0,00) b 0,0 (±0,00) b 0,0 f 
K1N2 4,8  (±1,46)ab 1,5 (± 0,95)cd 6,4 def 
K2N2 3,8  (±1,85)ab 0,8(± 0,92) cd 4,6 def 
K3N2 2,1  (±1,31) b 0,0 (± 0,00) d 2,1 def 
K4N2 4,8  (±1,60)ab 1,0 (± 1,18)cd 5,8 def 
K5N2 12,3(±2,98)ab 3,9(± 1,94) bcd 16,2 bcd 
N3 K0N3 0,0  (±0,00) b 0,0 (± 0) b 0,0 f 
K1N3 16,1 (±7,54) a 15,0(± 5,84) a 31,1 a 
K2N3 10,6(±4,57)ab 11,1 (± 2,20) ab 21,7 abc 
K3N3 8,4  (±6,71)ab 6,2(± 1,57) bcd 14,7 bcde 
K4N3 17,0 (±5,71) a 8,0(± 1,98) abc 25,0 ab 
K5N3 6,2  (±1,45)ab 2,5(± 0,85) cd 8,7 cdef 
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penting pada proses pertumbuhan dan perkembangan biji 
anggrek D. laxiflorum. 
IV. KESIMPULAN/RINGKASAN  
Analisa statistika menunjukkan bahwa sumber nitrogen, 
dan konsentrasi nitrogen, serta interaksi antara keduanya 
berpengaruh terhadap pertumbuhan dan perkembangan biji 
D. laxiflorum. Sumber nitrogen yang memberikan respon 
persentase total pertumbuhan dan perkembangan tertinggi 
(31,1%) pada biji D. laxiflorum adalah kombinasi antara 
ammonium dan nitrat dengan konsentrasi terendah 
yaitu63,75 mg/l. 
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